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学 位 論 文 内 容 の 要 旨
【緒言】
根尖性歯周炎は,根管内の感染源によって根尖部に炎症が惹起され,結果的に根尖
周囲に骨吸収をきたす炎症性疾患であるO根尖性歯周炎によって生じる骨吸収は,衣
症性細胞が産生する炎症性サイ トカインが破骨細胞に作用することによって進行する
ことが知られている｡炎症部位で産生されるインターロイキン-1(ⅠLl)は骨吸収性
サイ トカインとも呼ばれ,破骨細胞に作用し,強い骨吸収促進作用を有する｡
吸収寓表層の骨芽細胞は,増殖 ･定着した後,骨細胞-と分化し,次第に骨産生性
が克進するようになる｡とりわけ細胞の成熟,分化カスケー ドには他の細胞や細胞外
基質との接着による骨芽細胞自身の組織定着性が必須となる｡また細胞膜上の接着分
子インテグリンは,細胞外基質と相互に作用した後,シグナルを細胞内に伝える機能
を有する.特に Kim らは,骨芽細胞膜上のインテグリン分子の下流に存在する focal
adhesionkinaseの活性化を介して,骨芽細胞の分化が誘導された結果,骨組織が再生
することを報告した (Bone,2007).一方,根尖性歯周炎の治癒過程に必須である骨添
加機序において,骨芽細胞と細胞外基質との接着,相互作用が重要な役割を果たすも
のと予測されるが,詳細な機序は不明である｡
近年,Martinezらは根尖性歯周炎の治癒期においてIL-1αの発現が克進することを報
告した (J.Endodリ2007)O本来,骨吸収性サイ トカインであるIL-1αの発現が炎症治癒
期において克進したことは,根尖性歯周炎の治癒は骨芽細胞の分化に炎症性サイトカ
インの作用が相まって複雑に制御されている可能性を示唆する｡
そこで本研究では,根尖性歯周炎の治癒メカニズムの一端を解明することを目的に,
骨芽細胞を標的細胞としⅠLlαの骨芽細胞に対する生物学的作用を調べた｡
【材料および方法】
1.細胞および培養:マウス骨芽細胞様細胞MC3T3-Elは,理研celBankから購入し
たものを用いたO培養は,ウシ胎児血清 (Canseralntemational)を10%の割合に
含むcL-minimumessentialmedium (α-MEM ;Sigma)を用いて,37oC,5%CO2存
在下で行った｡
2,試薬:リコンビナントマウス (孤)ⅠLlαはR&DSystemsから購入した｡ラミニン
はSouthernBiotechnologyAssociatesのものを用いた.抗インテグリン α3,α6,
β1およびβ4ラビット由来ポリクロナ-ルIgG抗体はSantaCruzBiotechnologyか
ら購入したO
抗 phospho-extracelulerregulatedproteinkinase1/2 (ERKl/2),phospho-C-jun
NH2lterminalkinase1/2 (JNKl/2)およびphospho-p38MAPKのラビット由来ポリ
クロナ-ルIgG抗体はC¢lSignalingTechologyから購入した｡抗β-アクチンマウ
ス由来モノクローナル IgG 抗体および MTT [3-(4,5-dimetby1-thiazole-2-yl)-
2,5-diphenyltetrozoliumbromide]試薬はSigmaから購入した｡
3.細胞増殖活性の検討:MC3T3-ElをrmIL-1αで24時間刺激した後,細胞増殖活性
は,通法にしたがいMTT法を用いて検討した｡
4.インテグリンの遺伝子発現の検討:rmILllαで 8時間刺激した細胞から標的遺伝子
を抽出し,遺伝子の増幅産物を作製した｡インテグリンα3,α6,β1およびβ4の
遺伝子発現は,通法にしたがい ReverseTranscriptionPolym eraseChainReaction
(RT･PCR)法を用いて検出した｡
5.インテグリン α3,α6,β1,β4のタンパク質発現および細胞内シグナル伝達系 MAPKs
のリン酸化タンパク質発現の検討:mILlαで刺激した細胞を用いて,各インテグリ
ンのタンパク質発現 (刺激 :48時間)および細胞内シグナル伝達系 MAPKs
(ERKl/2,p381MAPK,JNKl/2)のリン酸化タンパク質の発現 (刺激 :1時間)
は,通法にしたがいウェスタンブロッティング法を用いて検出した｡
6.EL-l(Xによる細胞接着性の影響の検討:細胞接着実験は,rmiL-1(1でMC3T3lElを48
時間刺激した後にMargadantらの記載 (J.CelSci.,2009)にしたがって行ったO
なお,ラミニンのほかに,ポリ-D-リシンあるいはフィブロネクチンでコー トした
培養プレートを実験の対照として用いた｡
7.統計処理 :各実験系における有意差は,対応のない群間のStudent'si-testを用いて
検定したoなお,p値が0.05以下をもって有意差ありと判定した｡
【結果】
骨芽細胞様細胞MC3T3-Elにおいて,
1.m-1cLは,細胞増殖活性を濃度依存的に克進した (0-long/ml)0
2.低濃度 (0.1mg/ml)のIL-1αは,インテグリンα3の発現 (mRNAおよびタンパ
ク質レベル)を克進した｡
3.低濃度 (0.1mg/ml)のⅠLlαは,ラミニンに対する細胞接着性を克進した｡
4.IL-1αの前処理した際,ラミニン刺激によって細胞内シグナル伝達系の一つであ
るMAPK系のリン酸化を克逢したO
【考察と結論】
根尖性歯周炎の治癒は,従来,根管内の感染源を機械的 ･化学的に除去し,根尖
周囲の炎症カスケードを消退方向に向かわせるものと捉えられてきたCしかしなが
ら,その細胞生物学的な病態は未だ不明な点が多いo
そこで本研究は,根尖性歯周炎の治癒メカニズムを解明するために,根尖性歯周
炎の治癒期を想定して IL-1(1が骨芽細胞の細胞動態に与える影響を調べたoその結
果,IL･1αは低濃度になると,マウス骨芽細胞様細胞 MC3T3-Elのインテグリンα3
発現を有意に克進し,ラミニン基質との細胞接着性を増強する作用を有することが
明らかになったoこの新規所見は,ILllαは骨吸収性サイ トカインとして作用する一
方,炎症消退に伴う組織中濃度の低下によって骨再生にも関与し得る可能性を示唆
するものである｡
今後,ⅠLlαによるラミニン基質との細胞接着性の克進の後,骨芽細胞の骨分化誘
導能の変化を検討する必要がある｡また本研究成果は,根尖性歯周炎をはじめとす
る炎症性骨吸収性疾患における骨再生治癒メカニズム解明の一助になると考えるO
論 文 審 査 結 果 の 要 旨
根尖性歯周炎は,根管内の感染源によって根尖部に炎症が惹起され,根尖周囲に骨吸収を
きたす炎症性疾患である｡骨吸収は,炎症性サイ トカインが破骨細胞に作用することによっ
て進行する｡炎症性サイ トカインの-つであるインターロイキン-1(ⅠLl)は骨吸収性サイ
トカインとも呼ばれ,破骨細胞-の分化に関与し,骨吸収促進作用を有する｡骨芽細胞は,
増殖,定着した後,骨細胞-と分化する｡とりわけ細胞の成熟,分化には他の細胞や細胞外
基質との接着による骨芽細胞自身の組織定着性が必須となる｡また,細胞膜上の接着分子イ
ンテグリンは,細胞外基質と相互に作用した後,シグナルを細胞内に伝える機能を有する｡
根尖性歯周炎の治癒過程において,骨芽細胞と細胞外基質との接着,相互作用が重要な役割
を果たすものと予測されるが,その詳細な機序は不明である｡
そこで申請者は,Martinezらが報告した根尖性歯周炎の治癒期におけるIL-1αの発現IJIJ進
(Martinezetal,JEndod,2007)に着目し,根尖性歯周炎の治癒メカニズムの一端を解明する
ことを目的に,骨芽細胞を標的細胞とし,IL･1(ユの骨芽細胞に対する生物学的作用を調べたO
申請論文は以下の内容を示すものであった｡
骨芽細胞様細胞MC3T3-Elにおいて,
1)IL-1α(0-long/ml)は,細胞増殖活性を濃度依存的に冗進した｡
2)低濃度 (0.1ng/ml)の ⅠLlαは,細胞内のインテグリンα3の mRNA
発現およびタンパク質レベルを上昇させた｡
3)低濃度 (0.1ng/ml)のⅠLlαは,ラミニンに対する細胞接着性を克進
した｡
4)IL-1αで前処理 した際,ラミニン刺激によって細胞内シグナル伝達系
の一つであるMAPK系のリン酸化が冗逢 したO
以上のことから,IL-1αは骨再生に必要な骨芽細胞の増殖促進 と細胞接着性の克進に
関与することが明らかとなった｡
本研究は,骨吸収性サイ トカインとして捉えられてきたIL1αに関する従来の見解の
ほかに,炎症の消退に伴い,濃度が低下することによってⅠし1αが骨再生機序にも関与
し得るという新たな病態生理を示唆するものである｡また,本研究成果は根尖性歯周
炎をはじめとする炎症性骨吸収疾患における骨再生治癒メカニズム解明の一助にな
ると考える｡
よって,本申請論文は博土 上盤呈L旦豊鑑論日夏とrして価値があると認めた∩
